QIAsymphony®AM
SP Protokol
Sayfasl

Tissue LC 200 V7 DSP ve Tissue HC 200 V7 _DSP

Bu belge, QIAsymphony DSP DNA Mini Kit, versiyon 1 icin Tissue_LC_200_V7_DSP ve Tissue_HC_200_V7_DSP
QIAsymphony SP Protokol Sayfasi, R3'tur.

— Sample to Insight QIAGEN —




Genel bilgiler

QIAsymphony DSP DNA Kitinin in vitro diagnostik kullanim igin olmasi amaglanmigtir.

Bu protokoller, QIAsymphony SP ve QIAsymphony DSP DNA Mini Kit kullanarak dokulardan ve

formalinle fikse edilmis,

dokulardan total DNA saflastiriimasi igindir.

Ornek tipine bagl olarak dusuk igerikli (low content, LC) veya yiiksek igerikli (high content, HC)
protokoliin kullaniimasini 6neriyoruz. Dokular ylksek igerikli protokolle iglendiklerinde daha
yuksek DNA verimi elde edilir ancak yiiksek DNA konsantrasyonu gerekmesi durumunda kigik
bir elisyon hacmi (50 pl) ile birlikte dusuk icerikli protokol kullanilabilir. FFPE dokular igin digiik

igerikli protokol kullaniimasini éneririz.

DusUk igerikli protokol

parafine gomulmis

Kit

Ornek materyali

Protokol adi
Varsayilan Analiz Kontrol Seti
Elisyon hacmi

Gereken yazilim versiyonu

QIAsymphony DSP DNA Mini Kiti (kat. no. 937236)
FFPE doku ve doku*

Her biri 10 pm'ye kadar kalinliga sahip olan 4 adede kadar

FFPE doku kesiti veya 5 um'ye kadar kalinliga ve 250
mm?ye kadar alana sahip olan 8 adet kesit tek bir
preparatta birlestirilebilir.

Tissue_LC_200_V7_DSP
ACS_Tissue_LC_200_V7_DSP
50 pl, 100 pl, 200 pl veya 400 pl

Versiyon 4.0 veya Usti

* Doku 6rnekleri hakkinda bilgi igin ylksek igerikli protokole bakin.

Yuksek icerikli protokol

Kit

Ornek materyali

Protokol adi
Varsayilan Analiz Kontrol Seti
Elusyon hacmi

Gereken yazilim versiyonu

QIAsymphony DSP DNA Mini Kiti (kat. no. 937236)

Doku

Beklenen verim hakkinda bilgi mevcut degilse 25 mg
ornek materyali ile baglanmasini éneririz. Elde edilen
verime bagl olarak, érnek boyutu sonraki preparatlarda
artirilabilir.

Tissue_HC_200_V7_DSP
ACS_Tissue_HC_200_V7_DSP
100 pl, 200 pl veya 400 pl

Versiyon 4.0 veya Usti
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(formalin-fixed, paraffin-embedded, FFPE)




Gereken ama saglanmayan malzemeler
TUm &rnek tipleri icin

® Tampon ATL, 4 x 50 ml (kat. no. 939016)

o RNA igerigini en aza indirmek i¢in: DNase igermeyen RNase A (100 mg/ml stok sollsyonu)
FFPE doku icin (ksilensiz deparafinizasyon)

® Deparafinizasyon Cozeltisi (kat. no. 939018)

FFPE doku i¢in (ksilen kullanilan deparafinizasyon)

e Ksilen (%99-100)
e Etanol (%96-100)*

"Sample" (Ornek) cekmecesi

Ornek tipi FFPE doku ve doku

Ornek girdisi hacmi 220 pl (her bir protokolde érnek basina gereken)’
iglenen 6rnek hacmi 200 ul

Primer 6rnek tupleri n/a

Sekonder érnek tlpleri Daha fazla bilgi igin bkz.

www.giagen.com/goto/dsphandbooks.

insertler Kullanilan érnek tiiplinin tipine baghdir; daha fazla bilgi
icin bkz. www.giagen.com/goto/dsphandbooks.

T Hem yiiksek, hem de diisiik protokollerde érnek transferi sivi seviyesi saptamasi olmadan yapildidi igin 6rnek hacminin
220 pl'den disuk olmasi halinde sistem bunu saptamayacaktir. Dolayisiyla 6rnek girdi hacminin 220 pl oldugundan emin
olun.

n/a = uygulanamaz.

"Reagents and Consumables" (Reaktifler ve Sarf Malzemeleri)
cekmecesi

Pozisyon Al velveya A2 Reaktif kartusu

Pozisyon B1 n/a

Ug aski tutucu 1-17 Tek kullanimlik filtre uglari, 200 pl veya 1500 pl
Unite kutusu tutucu 1-4 Ornek hazirlama kartuslari veya 8 Rod Kiliflari igeren

Unite kutulari

n/a = uygulanamaz.

* Metanol veya metiletilketon gibi ek kimyasal maddeleri igeren denature alkol kullanmayin.
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"Waste" (Atik) cekmecesi

Unite kutusu tutucu 1-4 Bos Unite kutulari
Atik torbasi tutucu Atik torbasi
Sivi atik sisesi tutucu Bos sivi atik sisesi

"Eluate" (ElUat) cekmecesi

Eliisyon askisi (yuva 1, sogutma pozisyonu Daha fazla bilgi igin bkz.
kullanilmasini 6neririz) www.giagen.com/goto/dsphandbooks.

Gerekli plastik gerecler

Bir grup, iki grup, Ug grup, Dért grup,
Plastik gerecler 24 drnek* 48 drnek* 72 drnek* 96 ornek*
Tek kullanimlik filtre 26 50 74 98
uglari, 200 pl'™*
Tek kullanimlik filtre 72 136 200 264
uglari, 1500 pI™*
Ornek hazirlama 21 42 63 84
kartuglar®
8-Rod Kiliflar" 3 6 9 12

* Grup basina 24'ten az 6rnek kullaniimasi calisma basina gereken tek kullanimlik filtre ucu sayisini azaltir.
T Filtre ucu askisi basina 32 filtre ucu vardir.

* Gereken filtre ucu sayisina reaktif kartusu basina 1 envanter taramasi icin filtre uglari dahildir.

§ Unite kutusu bagina 28 érnek hazirlama kartusu vardir.

T Unite kutusu basina on iki 8 Rod Kilifi vardir.

Not: Verilen filtre ucu sayisi ayarlara bagli olarak dokunmali ekranda gdésterilen rakamlardan

farkli olabilir. Maksimum olasi ug sayisinin yliklenmesini dneririz.

ElGsyon hacmi

Eliisyon hacmi dokunmali ekranda secilir. Ornek tipine ve DNA icerigine bagh olarak son eliiat
hacmi hacimden 15 pul'ye kadar daha az olabilir. Eltat hacminin degisebilecegi gergeginden
dolayi, aktarma Oncesinde eliat hacmini dogrulamayan bir otomatik Tahlil Ayar Sistemi
kullanilirken fiili eltiat hacminin kontrol edilmesini 6neririz. Daha disik hacimlerde elisyon son
DNA konsantrasyonunu artirir ancak verimi biraz diisiriir. Istenen asagi akisli uygulama igin

uygun bir elisyon hacmi kullaniimasini éneririz.
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Ornek materyalinin hazirlanmasi

Kimyasallar ile calisirken, her zaman uygun laboratuvar 6nligu, tek kullanimlik eldiven ve
koruyucu goézlik kullanin. Daha fazla bilgi i¢in Uriin tedarikgisinden elde edilebilecek uygun
guvenlik veri sayfalarina (safety data sheets, SDS'ler) bagvurun.

Baslamadan 6nce énemli nokta

® QIAsymphony manyetik parcaciklari, ikisinin de 6rnekte bulunmasi durumunda RNA'y1 ve
DNA'yi koptirifiye eder. Ornekteki RNA igerigini en aza indirmek igin, ilgili én muamele

protokoliinde belirtilen adimda 6rnege RNase A ekleyin.
Baslamadan 6nce yapilacaklar

® Tampon ATL'yi beyaz ¢gokelti agisindan kontrol edin. Gerekliyse ¢okeltiyi ¢ozdirmek igin
37°C'de ara sira calkalayarak 30 dakika inkibe edin.

e Bir ThermoMixer® Griiniini veya sallayici—inkibatori ilgili 6n muamele igin gerekli sicakliga

ayarlayin.*
Dokular

DNa saflastirma iglemi i¢in taze veya donmus doku kullanilabilir. DNA verimi ve kalitesi doku
tipi, kaynagdi ve depolama kosullarina bagli olacaktir. Taze doku, igsleme éncesinde pargalara
bolinerek —20°C veya -80°C'de depolanabilir. Genel olarak daha yiiksek DNA verimi
saglayacak olan ylksek igerikli protokoliin kullaniimasini éneririz. Dusuk igerikli protokol 50 pl
eliisyon hacmiyle birlikte yalnizca asadi dogru analiz igin yliksek DNA konsantrasyonlari
gerekmesi durumunda Onerilir. Beklenen verim hakkinda bilgi mevcut degilse 25 mg 6rnek
materyali ile yUksek icerikli protokol ve 200 pl elisyon hacmi kullanilarak baglanmasini éneririz.
Elde edilen verime bagli olarak, sonraki preparatlarda 6rnek boyutu artirilabilir veya ellisyon
hacmi azaltilabilir. Preparatlara kigik elisyon hacimleriyle birlikte agiri yik uygulanmasinin
eliata manyetik parcacik gegcmesiyle sonuglanabilecegdini ve bunun DNA saflidini ve asagi

dogdru analizi tehlikeye atabilecegini unutmayin.

* Aletlerin Ureticinin talimatina gére diizenli olarak kontrol edildiginden, bakiminin yapildigindan ve kalibre edildiginden
emin olun.
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Doku i¢in &n muamele protokoli

1.  Doku érnegini 2 ml'lik bir mikro santrifljj tiptne (birlikte verilmez) aktarin.
2. 220 pl Tampon ATL ekleyin.
3. 20 pl proteinaz K ekleyin ve tipe hafif¢e vurarak karigtirin.
Not: QlAsymphony DSP DNA Mini Kit'in enzim askisindan proteinaz K kullanin.

4.  Tapi bir ThermoMixer'a veya sallayici—inkiibatore yerlestirin ve 900 rpm'de sallayarak
doku tamamen ¢6ziinene dek 56°C'de inklbe edin.

Not: Lizis slresi igslenen dokunun tipine gore degisir. Birgok doku igin lizis 3 saat iginde
tamamlanir. Lizisin 3 saat sonra ¢ozilmeyen materyaller veya yliksek derecede viskoz
lizatlarin varligiyla géziiken sekilde tamamlanmamis olmasi durumunda lizis suresi
uzatilabilir veya ¢6zilmeyen materyal adim 6'da agiklanan santrifijleme islemiyle

giderilebilir. Gece boyunca lizis de mimkindur ve preparati etkilemez.

5. Ornekteki RNA igerigini en aza indirmek igin 4 ul RNase A (100 mg/ml) ekleyin ve adim 6
ile devam etmeden 6nce oda sicakliginda (15-25°C) 2 dakika inkube edin.

6.  Birkag defa asag@i ve yukari pipetleme yaparak 6érnegdi homojenize edin.
Not: Hala ¢dzilmemis materyal pargalari varsa 1 dakika boyunca 3000 x g'de
santrifiijleme yapin.

7. Ust fazdan 220 pl'lik bir miktari QIAsymphony SP érnek tasiyicisi ile uyumlu érnek
tlplerine dikkatlice aktarin.
Uyumlu 6érnek tuplerinin tam bir listesi igin bkz. www.giagen.com/goto/dsphandbooks. 2
ml'lik tlpler kullanilmasini éneririz (6rnegdin Sarstedt® kat. no. 72.693 veya 72.608).

FFPE doku

Standart formalinle fikse etme ve parafine gdmme prosedurleri daima nikleik asitlerin 6nemli
derecede fragmantasyonuyla sonuglanir. DNA fragmantasyonu derecesini sinirlamak igin

sunlari yaptiginizdan emin olun:

® Doku orneklerini cerrahi alimdan sonra mimkin olan en kisa sirede %4—10 formalinle fikse
edin
® 14-24 saatlik fiksasyon suresi kullanin (daha uzun fiksasyon sureleri daha siddetli DNA

fragmantasyonuna yol acarak, agagdi dogru testlerde yetersiz performansa neden olur)

® GoOmme isleminden 6nce ornekleri iyice kurutun (kalinti formalin, proteinaz K sindirimini
inhibe edebilir)
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DNA saflastirma igin baglangi¢c materyali taze kesilmis FFPE doku kesitleri olmalidir. Her biri
10 ym'ye kadar kalinliga sahip olan 4 adede kadar kesit veya 5 pm'ye kadar kalinliga ve
250 mm?'ye kadar alana sahip olan 8 adet kesit tek bir preparatta islenebilir. Baslangig
materyalinizin niteligi hakkinda bilgi yoksa tek bir preparatta en fazla 3 kesit ile baslanmasini
6neririz. DNA verimine ve safliina bagl olarak daha sonraki preparatiarda 8 adede kadar kesit
kullanilmasi mumkun olabilir.

Not: FFPE doku protokolleri yalnizca dugtk miktarlarda RNA kopurifiye etmek igin 6zel olarak
tasarlanmigtir. Bu, manuel QlAamp® DSP DNA FFPE Tissue kit ile elde edilen degerlere gore
daha dusuk fotometrik 6l¢giim degerine yol agacaktir.

FFPE doku i¢in 6n muamele protokoll

Yoéntem 1: Deparafinizasyon Cézeltisi ile deparafinizasyon

1.  Bistiri kullanarak fazlalik parafini érnek blokundan kaziyin.
2. 10 uym kalinhginda 4 adede kadar kesit veya 5 pm kalinliginda 8 adede kadar kesit kesin.
Not: Ornek yiizeyi havaya maruz kalirsa ilk 2-3 kesiti atin.

3. Kesitleri hemen QIAsymphony SP'nin 6rnek tasiyicisiyla uyumlu olan 2 ml'lik bir Sarstedt
tupe (birlikte saglanmaz, kat no. 72.693 veya 72.608) yerlestirin.

4.  Kesitlere 200 pl Tampon ATL ekleyin.
5. 20 pl proteinaz K ekleyin.
Not: QIAsymphony DSP DNA Mini Kit'in enzim askisindan proteinaz K kullanin.

6. 160 pl veya 320 pl Deparafinizasyon Cozeltisi (bkz. asagidaki tablo) ekleyin ve
vorteksleyerek karistirin.

Kesit kalinhgi Kesti sayisi Deparafinizasyon ¢ozeltisi hacmi
5um 1-4 160 pl

5-8 320 pl
10 pm 1-2 160 pl

3-4 320 pl

7.  Tuapu bir ThermoMixer'a veya sallayici—inkiibattre yerlestirin ve 1000 rpm'de sallayarak
doku tamamen ¢6ziinene dek 56°C'de 1 saat inkiibe edin.

Not: Lizis suresi islenen dokunun tipine gore degisir. Birgok doku i¢in lizis 1 saat icinde
tamamlanir. Lizisin 1 saat sonra ¢éziilmeyen materyallerin varligiyla géziiken sekilde
tamamlanmamis olmasi durumunda lizis sliresi uzatilabilir veya ¢6zilmeyen materyal
adim 10'da agiklanan santrifijleme iglemiyle pelletlenebilir. Gece boyunca lizis de

muUmkundir ve preparati etkilemez.
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10.
11.

1 saat boyunca 90°C'de inkiibe edin.

Not: 90°C'de ATL Tamponu i¢inde inkiibasyon, nikleik asitlerin formaldehit
modifikasyonunu kismen tersine gevirir. Daha uzun inkiibasyon sireleri veya daha yiksek
inkiibasyon sicakliklari, daha fazla pargalanmig DNA'ya yol agabilir. Yalnizca bir adet
Isitma bloku kullaniliyorsa 56°C'lik inkiibasyondan sonra, isitma bloku 90°C'ye ulasana

kadar 6rnegi oda sicakliginda birakin.

Ornekteki RNA igerigini en aza indirmek igin alt faza 2 yl RNase A (100 mg/ml) ekleyin ve
adim 10 ile devam etmeden 6nce oda sicakhdinda 2 dakika inkube edin. RNase A'yi
eklemeden 6nce Ornegin oda sicakligina gelmesini bekleyin.

Oda sicakliginda 1 dakika tam hizda santrifujleyin.

Tupleri (her iki fazi da igerenler) dikkatlice QIAsymphony SP'nin érnek tasiyicisina aktarin.

Yontem 2: Ksilen ile deparafinizasyon

10.
11.

Bistiri kullanarak fazlalik parafini 6rnek blokundan kaziyin.
10 uym kalinhginda 4 adede kadar kesit veya 5 pm kalinliginda 8 adede kadar kesit kesin.
Not: Ornek yiizeyi havaya maruz kalirsa ilk 2-3 kesiti atin.

Kesitleri hemen 1,5 veya 2 ml'lik bir mikro santrifiij tiptne (birlikte saglanmaz) yerlestirin
ve drnege 1 ml ksilen ekleyin. Kapagi kapatin ve 10 saniye kuvvetlice vorteksleyin.

Oda sicakliginda 2 dakika tam hizda santriftjleyin.

Ust fazi pipetleme yoluyla ¢ikarin. Pelleti gikarmayin.

Pellete 1 ml etanol (%96-100) ekleyin ve vorteksleyerek karistirin.
Not: Etanol, kalinti ksileni 6rnekten ekstre eder.

Oda sicakliginda 2 dakika tam hizda santrifujleyin.

Ust fazi pipetleme yoluyla ¢ikarin. Pelleti gikarmayin.

Not: Ince bir pipet ucu kullanarak kalinti etanolii dikkatle gikarin.

Tlpu acin ve oda sicakhdinda (15-25°C) 10 dakika boyunca veya tim kalinti etanol

buharlasana dek inkiibe edin.

Not: Inkiibasyon 37°C'ye kadar sicakliklarda gergeklestirilebilir.

Pelleti 220 ul ATL Tamponu iginde yeniden siispansiyon haline getirin.
20 pl proteinaz K ekleyin ve vorteksleyerek karistirin.

Not: QlAsymphony DSP DNA Mini Kit'in enzim askisindan proteinaz K kullanin.
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12.

13.

14.
15.

16.

56°C'de 1 saat (veya 6rnek tamamen ¢6ziinene kadar) inkiibe edin.

Not: Lizis slresi igslenen dokunun tipine gore degisir. Birgok doku igin lizis 1 saat iginde
tamamlanir. Lizisin 1 saat sonra ¢éziilmeyen materyallerin varligiyla géziiken sekilde
tamamlanmamis olmasi durumunda lizis slresi uzatilabilir veya ¢oziilmeyen materyal
adim 16'da acgiklanan santrifiijleme islemiyle giderilebilir. Gece boyunca lizis de

muimkindur ve preparati etkilemez.
1 saat boyunca 90°C'de inkiibe edin.

Not: 90°C'de ATL Tamponu i¢inde inkiibasyon, nikleik asitlerin formaldehit
modifikasyonunu kismen tersine gevirir. Daha uzun inkiibasyon sureleri veya daha yuksek
inkiibasyon sicakliklari, daha fazla pargalanmig DNA'ya yol agabilir. Yalnizca bir adet
1sitma bloku kullaniliyorsa 56°C'lik inkiibasyondan sonra, isitma bloku 90°C'ye ulasana
kadar 6rnegi oda sicakliginda birakin.

Kapagin icindeki damlalari gidermek igin 6rnegi kisa sure santrifijleyin.

Ornekteki RNA igerigini en aza indirmek igin 2 ul RNase A (100 mg/ml) ekleyin ve adim 16
ile devam etmeden 6nce oda sicakliginda 2 dakika inkube edin. RNase A'yi eklemeden
Once Ornegin oda sicakligina gelmesini bekleyin.

Lizattan 220 pl'lik bir miktari QIAsymphony SP 6rnek tasiyicisi ile uyumlu 6rnek tlplerine
dikkatlice aktarin.

Not: Lizatlarin sindiriimemis materyal icermesi durumunda Ust fazi 6rnek tuplerine
aktarmadan 6nce oda sicaklijinda 2 dakika boyunca tam hizda santrifujleyin. Uyumlu
ornek tuplerinin tam bir listesi icin bkz. www.giagen.com/goto/dsphandbooks. 2 ml'lik

tupler kullanilmasini 6neririz (6rneg@in Sarstedt, kat. no. 72.693 veya 72.608).

Revizyon gecmisgi

Belge revizyon ge¢cmisgi

R3 12/2017 QlAsymphony Yazilimi versiyon 5.0

Gincel lisanslama bilgisi ve Uriine 6zel ret beyanlari igin ilgili QIAGEN® kiti el kitabi veya

kullanici el kitabina bakin. QIAGEN kit el kitaplari ve kullanim kilavuzlari www.giagen.com

adresinde bulunabilir veya QIAGEN Technical Services veya vyerel distribltorinizden

istenebilir.

Ticari markalar: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAamp®, QIAsymphony® (QIAGEN Group); Sarstedt® (Sarstedt AG and Co); ThermoMixer® (Eppendorf AG). Bu belgede
gegen kayitl isimler, ticari markalar, vb. agikga bu sekilde belirtimemis olsa bile yasalarca korunmaktadir.
12/2017 HB-0977-S01-003 © 2017 QIAGEN, tim haklari saklidir.
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